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La pr&ente invention concerne un proc£d£ microbiologique pour la 
preparation de la s£rum albumine humaine (S AH) par culture d'une levure, parti- 
culiferement du genre Kluyveromyces- modifide par 1'utilisation des techniques de 
F ADN recombinant 

La SAH est une proline de 585 addesaminds, d'unpoids moteculaire 
de 66.000 daltons, se prfaentant sous forme monomfcre globulaire et non glycosyl6e. 
. Sa structure globulaire est maintcnue par 17 ponts disulfures qui crfient une sfrie s£- 
quentielle de 9 boucles doubles \ Les gftnes codant pour la SAH sont connus pour 
ttre hautement polymoiphes et plus de 30 variants g£n£tiques apparemment 
dififerentsont t\& rep^rfe par analyse 61ectrophor£tique dans des conditions varices 2 . 
Le gfenede la SAH est coup* en 15 exons par 14 sequences introniques et comprend 
16 961 nuddotides du site de 'capping" supposdjusqu'au premier site d'addition de 

prfy(A). 

Ualbumine humaine est synth6tis4e dans les hdpatocytesdufoiepuis 
stodtte dans le flux sangnin. Cest la protdrne la plus abondante du sang avec une 
concentration d'euviron 40 g/litre de slrum ; D y a done environ 160 g d' albumine 
circulante dans le corps humain a tout moment Le r die le plus important de la SAH 
est de maintenir une osmolariti nonnale du flux sanguin. EUe pr6sente Igalement 
one capacity exceptiozmelle de liaison pour diverges substances etjoue un rdle aussi 
Wen dans le transport endogfene de molecules hydrophobes (tels que les st Oroides et 
ksselshDiaires) quedanscelui de difEirentes substances thdrapeutiques qui peuvent 
ainsi ttre transport^ es & leurs sites d'action respectifs. De plus, la SAH a 6t£ rdcem- 
ment impliqufie dans le catabolisme des prostaglandines. 

La synthase de SAH dans les bdpathocytes conduit d'abord a un pr6- 
curseur, la prdpro-SAH, qui contient une sequence signal de 18 acides amines 
dirigeant le polypeptide naissant dans la voie de la si crftion. Cette sequence signal 
est coupic, probablement par un processus co-translationnel, avant que la proline 
ne soit relargude du rfticuhim endoplasmique. Ce premier divage prot6olytique 
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donne le pr£ curseur pro-SAH qui contient encore k son extrdmitd N-terminale, un 
hexapeptide (Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Arg) qui n'est pas nonnalement pr&ent dans la 
forme mature de la SAH circulante. 

Une convertase, probablement situte dans le corps de Golgi, enteve 
le propeptide au cours d'une deuxifcme dtape de prottelyse en coupant le peptide lie 
k la partie N-terminale de Tadde aspartique de la S AH '* 4 . Toutefois, la pro- 
albuminehumaine immature peutrepr&enterlamoitfc de celle du flux sanguin chez 
de rares individus h6t£rozygotes qui portent une mutation h6r6ditaire dans la 
sequence du propeptide, voire meme de tome Palbumine chez certains homozygo- 
tes extremement rares 5 . L'un de ces variants est dSsignfi sous le nom de proalbumine 
Christchurch et commence avec la sequence Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Gln-Asp- Hang 
lequel la substitution Arg* 1 -> Gin empeche la coupure du propeptide ainsi mutd 6 . 
D'autres variants appetes proalbumine Lille 7 etTakefii'ont respectivementles se- 
quences N-terminales suivantes : Arg-Gly-Val-Phe-Arg-His-Asp et Arg-Gly-Val- 
Phe-Arg-Pro-Asp. Dans chacun des cas, la mutation observfie concerne la paire des 
acides amines basiques Arg-Arg qui prdcede immfidiatement l'albumine humaine 
mature et provient du changement d'une seule base dans le codon arginine 5 . 

La coupure apr&s line paire decides amin &s basiques est un point 
essentiel dans la maturation cFautres protfiines, y compris dtormones peptidiques, 
de neuropeptides et des protdines du plasma autres que la SAH * Rteemment, il 
a €xi dficrit que la convertase qui coupe la proalbumine en albumine dans le foie est 
probablement trfcs proche de la protfiase yscF de la levure \ Cette thiol protease, 
calcium ddpendante, est codte par le gSne KEX2 deJS- cerevisiae et est probable- 
ment lite & la membrane de 1'appareil de Golgi. Elle est connue pour etre impliqute 
dans la maturation de la phdromone appelg facteur alpha et dans celle de la toxine 
Taller", puisque les mutants kex2 de S. cerevisiae sont incapables de couper les pro- 
protfiines respectives au niveau du couple d'acides aminfis basiques Lys-Arg M . De 
plus, on peut d&nontrer que 1'enzyme de levure codte par le gfcne KEX2 reconnait 



2635115 

3 

. ; correciement ct coupe la prosdquence nonnale (Arg-Arg) de ralbumine invitro T 
mais ne coupe pas la prosequence xmit£e (Arg-Gln) de la proalbumine Christ- 
church 4 . Urie convertase analogue & laprotdase yscF a 6t6rfcemmentd6critecomme 
codee par le gfene KEX1 delL testis n . Au vu de ce r&ultat, la capacity deceslevures 
5 pour manner correciement ralbumine humaine recpmbinante et la s£ cri ter, a 6t6 
test6e. I 

Ualbumine. represente 40 % du march6 mondial des prolines 
plasmatiques. Son intdret commercial r&ide dans le fait que ce produit est large- 
merit utilise^ par exemple, dans des solutes dits de rexnplissage pour compenser les 
i0 . pertes.de sang au cours (Facte chirurgical, d'accident ou dTiemorragie, et & des doses 
pouvant atteindre plusieurs dizaines de grammes par jour et par individiL 

Jusqu*&prfsent,laSAH est g6n6ralementproduite par les techniques 
classiques de fractionnement du plasma prove nam de dons de sang la consomma- 
tionmbndiale annnelle de plasma dtant voisine de 9,5 x 10 6 litres . EUe peut aussi 
15 fttre extraite du placenta bumain selon la technique d£crite par J. Liautaud et aL u 
Le developpement du g£nie g£n£tique et des nouvelles techniques 
d'extractionetde purification a ouvertkpossn}m^6d , obtenirdesprodintsam<JHore5 
de plus haute puretd, de meiDeure stability sans contamination virale (par exemple 
hepatite B et SID A) et ftunprix de revientphis £aible. Tcrotefois,ancunproc£d6assez 
20 perf ormanibasd sur le g£nie g6n6tique n'est aujourcThui connu permettant d'obtenir 
la SAH & rechelle industrieDe dans des conditions 6conomiquement rentable*. 

Ceci est essentiellemeni dft il'absence <Fun couple hdte/vecteurper- 
fonnant qui pennette la production importante d'une albumine s£ crfitfie, correcte- 
ment matures, poss£dant une structure tertiaire confonne et ayant les propridtds 
25 pbjrico^chimiques de Falbumine humaine native. 

Mfime si Futflisation de cultures de cellules de mammiferes peut ap- 
paraltre comme le choix iddal pour regression des protdines humaines, le prix de 
revient Jhm tel procidd serait bien supdrieur au prix de vente de ralbumine 
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pharmaceutique 14 . Comme ce produit est en general present par dizaines de 
grammes et k un cofit trfcs bas, la production biotechnologique de la S AH n'apparait 
realisable qu'avec des systfcmes de fermentation microbienne. 

Jusqu'a une epoque recente, la grande majority des experiences de 
5 genie gSndtique ontutiliseE. coli comme organismehdte pourlaproductionparvoie 
microbienne de proteines h£t£rologues economiquement importantes. Meme si ce 
type de proc£d£ est apparu satisfaisant pour un bon nombre de proteines heterolo- 
gues, tous les efforts pour produire la SAH dans des conditions economiquement 
acceptables en utilisant cet organisme n'ont 6x6 que partiellement couronnfe de 
10 succ&s. 

Uun des problfemes majeure associe k Tutilisation de E. £QU reside 
dans le fait que cette bacterie est, dans la majority des cas, incapable <Texcr€ter les 
proteines h£t6rologues dans le milieu de culture et que celles-ci s'accumulent dans 
le cytoplasme, le periplasme et les membranes. La proline rechercbee doit done 

15 fctre s£par£e des constituants cellulaires, ce qui conduit k des precedes complexes 
et cofiteux. De plus, & £Q& produit des endotoxines et des pyrogfenes qui peuvent 
contaminer les prolines produites. Pour cette raison, la plus grande attention doit 
fitre port6e pendant la purification du taux r6siduel d'endotoxines dans le produit 
final, spdcialement s'il est utilise comme medicament 

20 Les proteines secretees par leur h6te naturel perdent souvent la pro- 

priete de se replier correctement si elles sont synthetisees et accumuiees dans le 
cytoplasme. En general, la secretion est requise pour permettre la formation des 
ponts disulfures comme ceux presents dans la SAH. Le fait que la SAH produite dans 
Ei£Qli Be soit pas secretee conduit ainsi k sa precipitation intracellular sous forme 

25 insoluble 15 . En consequence, aprfes extraction k partir des cellules bacteriennes, 
celle-ci doit etre ddnaturee puis renaturee in vitro . 

De plus,IL£Qlineposs£de k machinerie cellulaire pennettant de 
realiser les modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles spedfi- 
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ques des organismes eucaryotes, y compris rhomme. En ce qui concerne la SAH, 0 
semble difficile d'exprimer & un taux satisfaisant dans IL £gli le pricurseur naturel 
de SAH, c*est-&-dire la pr£pro-SAH. D'autre part, des proalbumines artificielles 
dans lcsquelles le gfcne de structure de la SAH a 6x6 fusionn£ k des signaux de 
5 s£cr£tion d£riv£s des g&nes bact£riens pac ou ompA sont en g£n£ral matures de 
fajon incomplete u . Uespression de la SAH sans la pr6s£ quence, dest-i-dire sous 
forme Met-SAH, montre que le rdsidu methionine N-terminal n'est pas excise par 
la methionine aminopeptidase deE*£Qli (MAP) En consequence, la SAH de£» 
colin e peut pas etre obtenue sous forme mature in vivo e t doit itre modifi£e in vitro. 
10 par coupure tiypsique, afin (fexdser une sequence leader deriv£e d'un phage et ce 
aprfcs d£naturation et renaturation in vitro 17 . 

En ce qui concerne les autres hdtesbacteriens, des travaux concernant 
la secretion de SAH dans Bacillus subtilis ont 6x& r£ cemment publi6s u . Bien que 
cette £tnde indique qu'un organisme procaryote tel que B. jaihfflis posside le 
15 potentiel pour s£creter des prolines humaines de haut poids mol6culaire comme la 
SAH, eDe montre aussi que Fexcretion dans le milieu de culture ne peut fitre obtenue 
qu'en utilisant des protoplastes de fi. aiMlis, c'est-i-dire des cellules dont la paroi 
ceDulaire nonnale a 6x6 dig£ree par traitement enzymatique. De plus, le pourcen- 
tage de la SAH modif 6e est inversement proportionnel au taux de prot£ine produite: 
20 & des niveaux cf expression dleves, la plus grande partie de SAH recombinante reste 
sous forme immature 1 *. En outre, aucune donnee concernant les propri6tes pbysico- 
dmniques de la SAH recombinante de_B- sul2lilifi n*a 6x6 mentionnte. D'autre part, 
le niveau d*excr£tion de SAH obtenu par ce microorganisme est trfes faible au vue 
des quantity de SAH d6tect£es par utilisation de mdthodes immunologiques dans 
25 les snrnageants de culture 1 *. 

■ Uutilisation de systimes microbiens cucaryotes tels que les levures ou 
les champignons repr£scnte une alternative int&ressante d'utilisation (ThOtes bacte- 
riens pour la preparation de prot£ines hetirologues. En effet, ces organismes pos- 
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sfcdent toutes les caractSristiques de structure et d'organisation cellulaire des 
organismes eucaiyotes plus complexes, telles que les cellules de mammif fere. En 
particulier, les levures sont capables de r£aliser les modifications post-transcription- 
nelles et post-transductionnelles importantes pour Tactivite de nombreuses protfii- 
5 nes. En outre, les levures sontbien comiues k Yi chelle industrielle : elles peuvent fetre 
cultiv£es k haute densitd cellulaire, elles ne sont pas pathogfcnes, ne produisent pas 
d'endotoxines et sont utilises dans l'industrie alimentaire depuis trfcs longtemps. 
Enfin, contrairement aux cellules de mammiferes, les manipulations g£n£tiques sur 
les levures sont facQes k rlaliser et les donnges de la gfendtique classique et 

10 molficulaire sont nombreuses. 

Le terme levure est frfiquemment employ^ pour Saccharomyces 
cerevisiae. ou levure duboulanger, quiconstitueFune desespfeces les plus communes 
et les mieux connues. II est entendu dans ce qui suit que le terme levure s'applique 
k d'autres genres et n'est pas restraint k l'esp&ce cerevisiae. 

15 La sficrition de la SAH dirigfie par son propre peptide signal sous le 

contr61e du promoteur de la ch&atine a pu fetre mise en Evidence dans 5. cerevisiae 
k des taux maximaux d'environ 1 % des prolines totales 20 . Toutefois, le materiel 
reconnu par les anticorps anti-SAH dScrit dans cette fitude reste assoafi k la cellule 
et n'est pas exports dans le surnageant de culture. De plus, aucune caractferisation 

20 d£taill£e de la proline recombinante n'est rapport€e. 

La production de la SAH dans la levure de brasserie en utQisant un 
proc6d£ post-fermentaire lors de la fabrication de la biere a dgalement 6t6 
mentionnfie n . De nouveau aucune donnfie quantitative ou qualitative concernant 
le produit obtenu n'a 6t€ dfecrite. De plus, ce procddS conduit k rexpression de Met- 

25 SAH, (fest-a-dire (Fun allele de la SAH dfimarrant par Tacide amine methionine 
juste en amont de la sequence de 1'albumine mature. L'absence d' une sequence 
signal empSche la s6cr£tion et la maturation de la SAH recombinante et provoque 
l'accumulation d'une albumineintracellulairedont la structure tertiairetfa pas 6t6 
caractdrisfie. De plus, l'absence de mdthionine N-tenninale dans le produit final n'a 
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pas 6t6 montr6e. 

La prfaente invention ddcrit 1'obtention de souches de levurcs modi- 
f6es par g6nie g£n£tique pouvant fctre cultivfi es en masse et capable de produire et 
(Texaiter efficacement dam le milieu de culture la SAH dans sa conformation 
5 naturdle. 

Un syst&me d'expressionprffcrt implique des levures du genre Kluv- 
veromyces comme bdte et utilise des vecteurs d6riv& du plasmide naturel pKDl de 
manrianus var. drosophflamnL 

Les levures du genre Khrweromyces e t en particulier K* imapdanus 
10 (indiiant les vari6t€s lactis et marxianus qui, dans ce qui suit, vont fitre appetees J£. 
lactis etjK iragilis ) sont des organismes importants et d'un int£r£t commercial con- 
sid£iabkdansrindustriebiotechnologique. K-lflCtisct Kicasilis sont utilises, par 
exemple, pour la production commerciale de I'enzyme lactase (p-galactosidase). Ces 
; levures sont capables de enritre sur lactoserum, un sous-produit majeur de Findus- 
15 trie laitifer$. Plusieurs souches de Khiyveromyces sont utilises pour la production 
' & grande icbelle de "prolines d'origines unicelhilaire" (P.CXU.) qui jouent un rdle 
important dans ralimentation du bltaiL Enfin. les organismes du genre Khiyveromv- 
ces sont mentions 6s sur la liste GJLA.S. (fienerallyJJecognizedAs Safe), ce qui re- 
pr&ente un facteur important en vue de la production de produits de qualitfi 
20 pbarmaccutique. 

Contrairement aux progrfes importants rfealisis dans le domaine de 
la gdn^tique mol6culaire de £. cerevisiae. les techniques de manipulation g£n6 tique 
n'ontitftdivelpppdesquerdcemment chez Kluweromyces . Trois types devecteurs 
de donage ont €t€ ddcrits cbez cet organisme : 
25 i) des vecteurs intfgratifc contenant des sequences bomologues de 

regions du genome de K3uweromvces et qui, aprfcs introduction dans les cellules, 
s*intfegrent dans les chromosomes de Kluyveromyces parrecombinaisoh in vivo . L'in- 
t^gration, bien qu'Stant un 6vfenement trfcs rare nicessitant la prdsence d'un 
marqueur de selection efficace, est obtenue loisque ces vecteurs ne contiennent pas 
30 de sequence permettant une replication autonome dans la cellule. Uavantage de ce 
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systfcme est la stability des souches transferases, c'est-^-dire le fait qu'elles puissent 
fitre cultivfies dans un support nutritif normal sans le besoin d'une pression de 
selection pour le maintien des sequences integre es. UinconvSnient est toutefois que 
les genes int£gr£s sont seulement presents k une ou, au mieux, k un petit nombre de 
copies par cellule. Le faible dosage des gfenes r&ulte souvent en un faible niveau de 
production d'une proline hfitdrologue. 

ii) des vecteurs rdplicatife contenant des sequences de replication au- 
tonome (ARS) deriveesdel'ADNgenomique de Kluweromvces sp. ^ 24 (KARS). 
De tels vecteurs ne semblent pas trfcs interessants puisque leur segregation lors de 
la mitose est trfes peu homogfcne, ce qui r6sulte en leur perte k un taux eieve, meme 
lorsque celles-d sont cultiv^es sous pression de selection. 

iii) des vecteurs replicatifc contenant des ARS derives de plasmides 
naturels de levure, soit du plasnride lineaire " killer " pGH-1 isoie de_& lactis *"* 
soit du plasmide circulaire pKDl isoie de ]£. drosophilaram 2 7 . Les vecteurs conte- 
nant des sequences ARS derivees du plasmide lin6aire " killer " n'ont pas d'utilite 
pratique en vue de la production en masse de proteines heterologues puisqu* un 
milieu nutritif particulier est necessaire k leur maintien et puisqu'ils sont perdues 
k un taux de 40-99 % dans une population donnee apres seulement 15 generations, 
meme sous pression de selection 2 *. Le systfeme vecteur le plus efficace pour la trans- 
formation du genre lQuweromyges decrit jusqu'alors est derive du plasmide 
endogfcne pKDl: des constructions contenantla sequence entifcre depKDl peuvent 
fetre transfonnees k haute frequence, sont presentes dans la cellule k 70-100 copies, 
et, ce qui est le plus important, ont une stabilite assez eievee en conditions non 
seiectives. Neanmoins, refficacite des vecteurs decrits dans la demande EP 0 24 1 435 
demeure limitee k des applications de recherche dans la mesure oft des fermenta- 
tions k Pechelle industrielle requferent une stabilite du plasmide pendant au moins 
40 generations. Meme le vecteur le plus performant (P3) decrit dans la demande EP 
0 241 435 est perdu par environ 70 % des cellules d'une population donnee apr&s 
seulement six generations en milieu non seiectif v . Bien qu'il soit techniquement 
possible de maintenir une pression de selection k grande echelle, Futilisation d'un 
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milieu sdlectif rdsulte souvent en une densitd cellulaire forteinent diminude, et 
ndcessite le recouxs & des soiiches bien ddfinies ce qui rend cette approcbe moins 
attrayante et plus ondreuse, De plus, la demande EP 0 24 1 435 ne contient pas un 
• ' seul exemple d'expression de proline hdtdrologue d'intdrfct commercial. En fait, le 

5 seul gdne "hdtdrologue "dont regression est d£mohtr6eipartirdevecteursd6riv6s 
de pKDl est le gdne URA3 de la levure S . cerevisiae. II reste done & prouver que 
Tintroduction dans pKDl (Tun gdne non issu (Tune levure, par exemple un gdne 
(Torigine mammiftre, et sa sur expression dans Khiweromvces tfentrainent pas une 
instabflitd accrue du plasmide. 

10 Un objet de la prdsente invention est Fobtention de nouveaux vecteurs d'ex- 

pression capables de transformer des levures du genre Khiweromvces et possfcdant 
des caractiristiques de stability nettement siipdrieures S celles mentionndes dans la 
demande EP 0 241 435 . H sera ddmontrd que les nouvelles constructions sorit 
maintemies It haut nombre de copies dans 85-90 % des cellules apr&s 50 generations 

15 de croissance en milieu non sdlectit D est ainsi possible de produire des protd ines 
hdtdrologues & partir de vecteurs multicopies stables en utilisant des souches 
industrielles du genre Klnyveromvces. qui ont dtd utilisdes pendant de nombreuses 
anodes en raison de leurs propridtds optimales de croissance et & des densitds 
ceDulaires dlevdes. 

2d La stability dlevde des vecteurs ddcrits dans la prdsente invention a dtd 

obtenue en exploitant pleinement les caractdristiques du plasmide pKDl. Les 
vecteurs ddrivds de pKDl different de tous les autres vecteurs connus de Kluwcro- 
myces en ce qu'fls sont caractdrisds par un systfcme spdcialisd de replication respon- 
. sable de leur maintien stable & haut nombre de copies. En plus d'une origine de 

25 , rdplication (ARS), ce systdme comprend deux sdquences rdpdtdes-inversdes, cha- 
cune de 346 nucleotides de long, et trois phases ouvertes de lecture (gfenes A, £ et 
Q qui font partie intdgrante du plasmide Par analogic avec le systdme plus dtudid 
du plasmide 2p de £. cerevisiae qui est structurellement proche, les protdines coddes 
par deux de ces gdnes (B et £ ) sont vraisemblablement impli qudes dans la partition 

30 du plasmide lors de la mitose et pourraient jouer un rdle dans la regulation ndgative 
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du gfcne A codant pour une recombinase k site spficifique (FLP) 28 . B a 6x6 inontre 
que la recombinaison FLP-dependante entre les sequences T6p6t6ts inverses de 
l'ADN de 2 fait passer le plasmide d'un mode de replication regulier (un 
doublement des plasmides 2 jx par division cellulaire) k un mode de replication du 
5 type • rolling circle" (amplification du nombre de copies k environ 50 copies par 
cellule) 28 . Cette alteration du mode normal de replication est induite aussitdt que 
le nombre de copies du plasmide devient trop bas pour permettre la production de 
quantitfis suffisantes des produits des gfenes fi et £ qui agissent comme rfipresseurs 
du gfcne A codant pour la recombinase FLP. Par ce m£canisme, le nombre de copies 

10 du 2jx (et trfes probablement de plasmides structurellement semblables tels que 
pKDl) est maintenu k des niveaux 61ev& de fagon autorfigulfie et est independant 
de la presence d'un marqueur de selection. 

Les vecteurs precedemment publies dans la demande EP 0 241 435 
soitcontiennentseulementunepartie depKDl (A15) soit un gfcne A interrompu (Pi 

15 etP3 pour lesquelsle site declonage PstI est situe dans la sequence codantedugfene 
A ^ detmisant ainsi le systfcme de replication autor6gul6 qui est une des caracte- 
ristiques du plasmide r£sidant pKDl. Au contraire, les constructions plasmidiques 
derivees de pKDl decrites dans la pr6sente invention respectent Tintegralite 
fonctionnelle de toutes les phases ouvertes importantes de pKDl. En consequence, 

20 la stabilite des plasmides decrits ci-aprfcs est considerablement renforcee par 
rapport aux plasmides PI et P3 et le nombre de copies des nouveaux vecteurs est 
maintenu k un niveau eieve dans toute la population cellulaire. 

Dans la presente invention, le terme SAH sera utilise pour designer 
toute albumine du serum d'origine humaine ou pour toute proteine isoiee k partir 

25 de cellules de levure et presentant la meme sequence d'acides amines, la meme 
structure tertiaire et les memes proprietes physico-chimiques que la SAH naturelle 
d'origine humaine. 

La presente invention concerne la creation par genie genetique de 
nouveaux vecteurs permettant la production de SAH sous une forme facilement 

30 purifiable en utilisant des cellules de levure comme hdte eucaiyote microbien. Le 
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proc£d£ de production est caractdris6 par une excretion efScace de SAH mature, 
native dans le milieu de culture des dites levures, ce qui facflite considdrablement 
la purification de la prot6ine recombinants La production de SAH est obtenue en 
cultivant des levures transfonn6es par ton plasmide recombinant comprenant une 
rfigion de ddmarrage de la. transcription et de la traduction fonctionnant efficace- 
ment dans Yb6xc et une phase ouverte de lecture codant pour la SAH pr£c6d£e d'un 
peptide signal dirigeant la proline recombinante dans la voie de s£ action desdites 
levures. 

Selon la prfoente invention, les nouveUes constructions incluent des 
cassettes <f expression contenant le gfcne structural de la SAH. Les constructions sont 
babitueDement prdpartes de fagon sfiquentielle en employant les vecteurs appro- 
pri£s, jusqu'i ce que les £16ments indispensables k Fexpression, la si cr&ion, ou au 
maintien du plasmide soient combin6s pour former un vecteur qui peut alors 6tre 
introduit dans le (ou les) h6te (s) purifte (s) de fa$on k exprimer e t excriter la prot6ine 
d6sxr6e.LeshAtes employes sont d'origine microbiologique eucaiyote, en particulier 
des levures, plus particulterement des genres Saccharomvces ou Kluweromvces et 
deprfttrtnce de r esp&ce Kluweromvces marxianus induant toutes ses varfetfe, en 
particulier marxianus var. lactis . Ainsi, selon la pr£sente invention, les construc- 
tions qui sont pr6par6es et decrites ont valeur (Texemples dans les organismes 
eucaiyotes d'origine microbiologique, mais sont destinies de preference k 

Les hdtes particuliers & employer seront prifSrentiellement des 
souches industrielles stables, atteignant des bautes densitfes cellulaires dans les 
milieux approprife et caract£ris6es par un niveau €lev€ de production. 

La sequence codante pour la SAH peut fetre obtenue de diverses 
famous, la phis simple consistent k isoler des ARN messageis de foie humain et k 
syntWtiser kurs copies sous forme cTADN comp!6mentaire (ADNc). Les sequences 
don£es peuvent ensuite tee modifies par diffcrentes mfitbodes telles que la 
motagenfese in vitro. Elongation (Pamorces. la restriction, Tinsertiond'adaptateurs 
ou la ligature avec des oligonucleotides de raccord. La sequence codante peut 4tre 
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adaptee, par exemple, & Fusage des codons chez la levure pour optimiser TefScacitS 
de la synthase proteique (traduction). 

Al'extrdmitf N-terminale dela sequence proteique, unpeptide signal 
peut fetre introduit de fagon k dinger la proline en cours de synthase dans la voie 
de secretion de la cellule hdte. Gette sequence-signal peut correspondre £ l'exten- 
sion N-terminale naturelle de Talbumine ou peut &tre obtenue k partir de gfcnes de 
levure tels que ceux codant pour la phfiromone alpha ou la toxine " killer 

De plus, une prosequence, codant pour une autre extension peptidi- 
que, peut fetre intercalde entre la sequence-signal de secretion et la sequence 
codante de Talbumine mature. Cette sequence est normalement jointe k la sequence 
codante par Tinterrnddiaire d'un site de coupure d'une protease spdcifique impli- 
quant en general au moins deux acides amines de type basique , de preference Lys- 
Arg ou Arg-Arg. 

La cassette cfexpression comprendra une region de demarrage de la 
transcription et de la traduction jointe & l'extr6mit£ 5* tenninale de la sequence 
codante, de fagon & dinger et k r£guler la transcription et la traduction de la dite 
s£quence.Le choix de ces rfgionspromotrices peut varier en f onction de Fh6te utilise 
en particulier. G6n6ralement, ces sequences sont choisies panni les promoteurs 
derives des gfcnes de levure. D*un intfirSt particulier sont certaines regions issues de 
gfenes glycolytiques de levure du type Saccharomyces ou Kluyveromyces. telles que 
les gfcnes codant pour la phosphogjycerate kinase (PGK), la glyceraldehyde-3-phos- 
phate desbydrogfinase, la lactase, 1' finolase, ralcool deshydrogfenase, etc. Ces regions 
de contr61e peuvent Stre modififies, par exemple par mutag&nfese in vitro, par l'in- 
troduction d'eiements additionnels de controle ou de sequences synthetiques ou par 
des deletions. Par exemple, des elements de regulation de la transcription, telles que 
les r£gions dites UAS ("upstream activating sequences") provenant d'un autre pro- 
moteur comme celui du gfene GAL10 de cerevisiae ou LAC4 de K. lactis peuvent 
Stre utilises pour construire des promoteurs hybrides qui pennettent de dissocier la 
phase de croissance d'une culture de levures de la phase d'expression d'un gfcne h£- 
tdrologue en fonction dela source carbonique choisi. Une region peimettantune ter- 
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minaison de la traduction et de la transcription fonctionnelle dans i'h6te envisage 
sera positionn£e en 3' de la sequence codante. 

La cassette (f expression ainsi constniite sera fusionnie k un ou plu- 
sieurs marqueurs permettant de seiectionner l'bdte transfonnd. Les marqueurs 
prdf dids dans la levure sont des marqueurs dominants, c'est-&-dire confdrant une re- 
sistance k des. antibiotiques comme la g£n£tirine (G418) ou tout autre compose 
tadque tels que des ions cuivre, dans la mesure oil ceux-ci peuvent dtre utilisds sans 
spddSdtd cFh6te particulidre. Ces gdnes de resistance seront places sous le contrdle 
de signaux approprids de transcription et de traduction dans l'bdte considdrd. 

Uensemble constitud par la cassette d'expression et par le marqueur 
de selection peut dtre utilise soit pour transformer rhdte directement, soit peut 4tre 
insert sur un plasmide vecteur. Dans le cas (Tune transformation directe, des 
sequences homologues k des regions presentes sur un chromosome ou sur un 
plasmide rfisidant sont fusionnees k cet ensemble. Les dites sequences seront situdes 
de chaque cdte de la cassette ^expression de fegon k induire une insertion au site 
bomologue par recombinaison in vivo . Si la cassette d'expression est insdrde sur un 
plasmide vecteur, elle devra fetre combinee k un systfcme de replication fonctionnel 
dans l'bdte cqnsiddrd. Un systime de replication pref ere pour Khiyveromyces est 
derive dn plasmide pKDl, initialement isold dei£. drosophilarum 2W . Un systdme 
pref ere de replication pour Saccharomvces est derive du plasmide de levure 2ju Le 
plasmide (Texpression peut contenir tout ou partie desdits systdmes de replication 
ou peut combiner des elements derives de pKDl aussi bien que du plasmide 2jl Les 
constructions pref dries sont celles qui contiennent la sequence entfcre du plasmide 
pKDl lorsque recession dans Kluweromvces est recherchde. Plus particulidre- 
ment, les constructions prdfdrdes sont celles oix le site d'insertion des sequences 
dtrangdresdanspKDl est localise dans une region de 197 pb situde entre le site Sad 
(position 4714 de la forme B de pKDl *) et Mstll (position 154 de la forme B de 
pKDl *) ou k Tun de ces deux sites. 

Pour plus de commodity le plasmide peut dtre un vecteur navette : 
comme td, fl peut £tre transfdrd k un h6te bactdrien tel que E-.G21L ou il peut fitre 



2635115 

14 

manipul£ plus facilement que dans la levure & chaque e'tape de construction. Dans 
ce cas, une origine de replication et un marqueur de selection fonctionnant dans 
Ph6te bacterien sont requises. n est egalement possible de positionner des sites de 
restriction qui sont uniques sur le vecteur d'expression de f agon qu'ils entourent les 
5 sequences bactdriennes. Ceci permet de supprimer Torigine de replication bacte- 
rienne par coupure et religature du vecteur avant transformation des cellules de 
levure , ce qui peut r6sulter en une augmentation du nombre de copies et en une 
stability accrue du plasmide. Des sites pratiques tels que y-GGCCNNNNNGGCC- 
3' (SGI) ou 5 , -GCGGCCGC-3' (NotI) peuvent par exemple etre utilises dans la 
1 D mesure ofi ils sont extrfimement Tares chez la levure et g&ieralement absents sur un 
plasmide d'expression. Ces sites peuvent &tre introduits sur le vecteur par mutag£- 
nfcse dirig6e par oligonucleotide ou par 1'addition d'oligonuddotides de raccord 
sperifiques. 

Une fois terminee la construction du vecteur d'expression, celui-ci 
1 5 sera introduit dans rhdte desire. Divers protocoles de transformation ont 6te d6crits 
dans le cas des levures 31 . Les transfonnants peuvent alors etre mis en culture dans 
un milieu approprie en vue de la production du produit recherche. 

Si le produit recherche est la SAH excretee, il peut etre purifie de 
diverses maniferes & partir du surnageant de culture. H peut etre cryoprecipite, extrait 
20 par chromatographic d'affinite, par eiectrophorfcse ou par (Tautres techniques con- 
ventionnelles. La recuperation de la proteine secretee peut etre faite & partir d'une 
culture en " batch " ou en continu. 

Les exemples suivants , donnes k titre non limitatif, montrent com- 
ment l'invention peut Stre mise en pratique. 

25 EXEMPLES 

Techniques generates de clonage 

Les methodes classiques de biologie moieculaire telles que la centrifugation 
d'ADN plasmidique en gradient de chlorure de cesium - bromure d'ethidium, la 
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digestion par les enzymes de restriction, reiectrophorfese sur gel, r&ectroSlution des 
fragments cFADN k partir de gels d'agarose, la transformation dans£. sqIL etc, sont 
d6crites dans la literature * * 

Les enzymes de restriction ont il€ f ournies par New England Biolabs 
5 (Biolabs), Be thesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham. 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont s£par£s selon leur taille 
sur des gels (Fagarose 0,7 % ou acrylamide 8 %, purifies par eiectroeiution, extraits 
au phenol,' prftipitds k l'ethanol puis incubus dans un tampon Tris-HQ SO mM, 
Mgdj 10 mM, dithiothreitol 10 mM, ATP 2 mM, pH 7,4, en presence d'ADN ligase 

10 du phage T4 (Biolabs). 

Si ndcessaire, les fragments d'ADN ayant des extrdmitfis 5* pro6mi- 
nentes sont dfiphosphoiylds par un traitement k la phosphatase alcaline d'intestin 
. deveau(CIP > Pharmacia) ^37°Cpendant 30 minutes dans le tampon suivant: glycine 
lOOmM, MgG^ 1 mM, ZnG 2 1 mM, pH 10,5. La m£me technique est utilis^e pour 

15 la depbosphorylation des extr£mit£s 3' proiminentes ou franches, mais le traitement 
est de 15 minutes k 37°C puis de 15 minutes k 56°C L'enzyme est inactive par 
chauffage du melange rdactionnel k 68°C pendant 15 minutes en presence de SDS 
1 % et de Nad 100 mM suivi d'une extraction au phenol-chloroforme et d'une 
precipitation k rethanoL 

20 Le remplissage des extrdmit& 5* prodminentes est effectue par le 

fragment de Klenow de FADN polymerase I cT E. coli (Biolabs). La reaction est 
effectn&e k temperature ambiante pendant 30 minutes dans un tampon Tris-HQ 50 
mM, dNTPs 0,4 mM, MgS0 4 10 mM, dithiotrditol 0,1 mM, BSA (Bovine Serum 
Albumine) 50 ug/ml, pH 72. Le remplissage des extr6mit£s 3' prolminentes est 

25 effectue en presence de V ADN polymerase du phage T4 (Biolabs) selon les recom- 
mandations du fabricant La digestion des extr^mites prodminentes est effectufcee 
par traitement limitfi k la nuclease SI (BRL) selon les recommandations du 
fabricant 

La mutag6n£se dirigdeiiLattQ par oligod£soxymicl£otides est effec- 
30 tute selon la mltbode ddvclopp^e par Eckstein et coll. 94 en utQisant le kit distribud 
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par Amersbam. 

Les ADNs ligatures sont utilises pour transformer la souche rendue 
compdtente : £. soli MC1060 ( [JacIPOZYA], X74, gglU, galK, sfcAO ou TGI 
( Il2£^A,B],^E,]Jbi,MD5/FlmD36,EmA + B + ,la£p ,la£Z M15).L'ADN 
5 plasmidique est purifi6 k partir des transfonnants rfisistants k l'ampicilline ou k la 
tetracycline selon les cas. Uextraction de l'ADN plasmidique est faite selon le 
protocole dScrit dans Maniatis et colL 32 qui derive de la metbode de lyse alcaline 
d£crite par Birnboim et Doly 35 . Pour Tanalyse rapide des plasmides, des lysats 
bact£riens sont pr£par& selon la m^thode de Holmes et Quigley M et sont analyses 
10 par filectrophorese sur gels d'agarose sans purification pr£alable. Aprfcs analyse par 
les endonucteases de restriction, les plasmides recombinants prfaentant la structure 
disirte sont pr6par& k plus grande £chelle selon le protocole de lyse alcaline 32 k 
partir de cultures de 0,5 k 1 litre et purifies par une centrifiigation isopycnique en 
chlorure de cfisiunx 

15 Les transformations de K. lactis avec de FADN 6tranger ainsi que les 

purifications d'ADN plasmidiques de K. lactis s ont dficrites dans le texte. 

Exemple 1 : CLONAGE D'UNE CASSETTE CONTENANT LE GENE STRUC- 
TURAL DE LA prtpro-SAH 

E.1.1 Isolement d'un clone d'ADN compl&nentaire (ADNc) codant pour la SAH 

20 La construction de plasmides recombinants pennettant l'expression 

de la SAH dansjL coli a 6t£ ddcrite en details dans la prfic&Jente demande de brevet 
EP 0198745 u . En rfisum6, l'ADNc a €t€ obtenu k partir d'ARNm poly-A isotes de 
foie humain selon la technique au thiocyanate de guanidium. L'analyse de la 
sequence <TADN a permis l'isolement de trois clones (pTIBll, pAA38 et p6D8 

25 figure 1) qui contenaient des fragments chevauchant du gfene structural de l'albu- 
mine et presentaient des sites de restriction communs dans les regions chevauchan- 
tes. Ces sites ont 6t& utilises dans la reconstruction d'un clone d'ADNc de la SAH 
(figure 1) qui est complet sauf pour sa sequence "pr£-pro". 
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E.L2 Synthase de la sequence signal de la SAH 

Dans le plasinide pXL276 (figure 2), dont la construction est d6crite 
en detail dans la demande de brevet EP 0198745, la sequence codante de la SAH 
mature a fct6 fusionnde en phase an codon ATG du site de fixation des ribosomes 
5 (RBS) du gfcne ell du bacteriophage lambda. Ceci a*g£n£r6 un site Ndel immddia- 
tement en amont du codon de dfanarrage de la traduction du gfcne de la SAH. 
pXL276 est utilisi pour reconstituer la region "prd-pro" de la SAH, laquelle se 
trouvait 4tre tronqu£e dans FADNc juste en amont du site TaqI au niveau de Tacide 
amin£ "-1\ La reconstitution est effectud e en insurant un fragment d'ADN corres- 
10 pendant & la sdquence signal de la SAH sous forme de quatre oligoddoxynucldotides 
de 33-36 bases de long (Sq32, Sq34, Sq35 et Sq38 ; figure 2) et un fragment EcoRI- 
Ndcl de 120 pb provenant de pXL276 portant des signaux d'expression de gfcnes d*£. 
SSii entre les sites EcoRI et AccI du plasmide pUC8. Le site TaqI est ainsireconstitud 
iFune des extr£mit6s de Pinsertion dans ce plasmide appel6 pXL290 (figure 2). Le 
15 petit fragment HindHI-Taql portant le RBS et la sequence prdpro en amont du site 
TaqI est ligaturd avec le fragment Taql-PstI du clone d'ADNc de la SAH (plasmide 
plBlU contenant rextrfmit* 5' de la SAH) entre les sites HindlD et PstI de pUC8 
pour donner le plasmide pXL299 (figure 3). Le plasmide pXL322 est construit fen 
jigaturant le fragment Kndm-PvuII de pXL299, portant le RBS (site de fixation de 
20 ribosome) et la sequence prdpro -SAH jusqu'au site PvuII, avec le fragment PvuII- 
EcoRI de pXL276, portant le rfplicon et I'extr&nitf 3* de la sequence codante de la 
SAH, et avec le fragment EcoRI-HindDI de pXL276 contenant le promoteur (figure 
4). 

E.1 3 Creation d'un site Hindm en amont du codon de dlmarrage de la traduction 
25 de ls SAH. 

Dans le but (Fobtenir une cassette prfpro- SAH pouvant fitre facile- 
ment int£gr£e dans des vecteurs (Fexpression, le site Ndel du plasmide pXL322, 
d£crit d-dessus, est change en un site Hindm par mutagfnfese dirigfie par oligo- 
dtoxynuddotides. A cette fin, le fragment Hindm-Bgffl de pXL322 contenant 
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rextr£mit£ 5* du gfene de la pr£pro-SAH est sous-clonfi dans Ml3mpl8 et mutage- 
nis£ par hybridation de I'oligodeoxynuclSotide synthetique S'-ATCTAAGGAAA 
TACAAQCEEATGAAGTGGGT-3' & la matrice simple brin (les sequences souli- 
gn£ es et en caractfere gras representent respectivement le site Hindin et le site de 
dfimarrage de la traduction). On obtient ainsi le plasmide pXL855 (figure 5) dont la 
sequence nuclfiotidique de la region mutagfinisee est ensuite vfirifiee. La sequence 
codantpour la SAH complete est reconstitute eninsdrantle fragment HindBI-PyuII 
du phage mutag6nis6 et le fragment PvuII-Hindlll, contenant l'extr£mit£3' du gfene 
structural de la SAH, dans le site Hindin de pUC8 pour donner le plasmide pXL869 
(figure 6). Ce plasmide contient done un fragment Hindin de 1,87 kb contenant le 
gfene structural de laprfipro-SAH complet ainsi qu'une region de 61 pb non-traduite 
k son extr£mit 6 3\ La sequence complete du fragment Hindin ainsi que la sequence 
en addes amines de la SAH recombinante sont ddcrites sur la figure 7. Une cassette 
Hindin contenant le gfene structural de Met-SAH sans son signal de sficrfition est 
construiteen suivant lememeprotocole saufqu , undfiriv6M13duplasmidepXL276 
est mutag£nis£ & l'aide de l'oligodfioxynucteotide synth6tique5 , -ATCTAAGGAAA 
TACAAGC^IATGGATGCACACAAG-3^ La reconstitution de la sequence co- 
dant pour la Met-SAH complete dans pUC8 donne le plasmide pXL868 obtenu de 
fagon similaire au plasmide pXL869. 

Exemple 2 : CONSTRUCTION DE VECTEURS DE CLONAGE POUR LA LE- 
VURE 

EJL1 Isolement et purification du plasmide pEDl 

Le plasmide pKDl peut Stre purifid & partir d'une culture en fin de 
phase exponentielle de croissance de la souche de K drosophilanam UCD 51-130 
(collection U.CD M University de Californie, Davies, CA 95616) selon le protocole 
suivant qui derive de celui decrit par Fleer et coll. 37 . Une culture de 1 litre dans le 
milieu YPD (extrait de levure 1 %, Bacto-peptone (Difco) 2 %, glucose 2 %) est 
centrifug6e, lavfie et resuspendue dans une solution de sorbitol 1,2 M, et les cellules 
sont converties enspheroplastes en presence de zymolyase (300;ig/ml), d'EDTA 25 
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mM, de phosphate 50 mM et de£-mercapto ethanol (1 pg/ml), Aprfcs lavage dans 
unesolutionde sorbitol 1 ,2 M, les spheroplastes correspondant a 250ml de la culture 
de depart par tube) sont resuspendus dans 2,5 ml de sorbitol 1^2 M et on ajoute le 
mfcme volume de tampon Tris-HCl 25 mM, glucose 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0. 
Les dtapes suivantes correspondent au protocole de lyse alcaline ddj& d6crit M f & l'ex- 
ception de la precipitation du surnageant en acetate de potassium qui est faite & 23°C 
pendant 15 minutes en ajoutant 14 ml cTisopropanoL Le materiel obtenu est traitl 
k la RNase (50 p/ml) k 37°C pendant 20 minutes puis avec la proteinase K (150;ig/ 
ml) dans une solution de Nad 0,5 M, sarkosyl 0JS%tx d*EDTA 25 mM pendant 1 
beure & 60°C Aprfes centrifugation en microcentrifugeuse Eppendorf, les surna- 
geants sont prfcipites & 1'ethanol pendant 10 minutes k -70°C, puis les culots sont 
dissous et l'ADN est purifie par centrifugation isopyenique en gradient de CsQ en 
presence de broznure d*6 thidium. 

Construction du plasmide pCXJL 

. Uintermddiaire de construction pUC-URA3 (figure 8) consiste en un 
fragment HindTTT de 1, 1 kb contenant le gfcne URA3 de la levure S- cerevisiae insert 
dans Je site unique Narl du plasmide pUC19 M . Le fragment HindTTI derive du 
plasmide pG63 39 qui a 6x6 dig£r£ par Hindm puis traite par le fragment de Klenow 
de r ADN polymerase I cf£. fidi pour g£n£rer des extr£mit£s tranches. Le fragment 
de 1,1 kb contenant le gine URA3 est purifie puis insert dans le plasmide pUC19 
hri-mftme coupe par Narl et traite par le fragment de Klenow de l'ADN polymerase 
ItfE £filL Le plasmide pUOURA3 contient done : une origine de replication pour 
la maintenance du plasmide dans £. ssHi » le marqueur de resistance & Tampicilline 
pour les transformations dans £. coli. le g£fie lacZ contenant un poly-site de clonage 
(EcoRI, Sad, Kpnl, BamHI, Xbal, Sail, SphI, Hindm comme sites uniques) et le 
gfene UEA2. de £. cerevisiae servant de marqueur de selection dans les mutants uraA 
dc K Jacris, 

Le plasmide pCXJl (figure 9) contient la sequence complete du 
plasmide pKDl inserte dansle site unique Aa tilde pUC-URA3. Cette construction 
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a €t€ obtenue en lin6arisant pKDl an site EcoRI puis en traitant ce plasmide par 
le fragment de Klenow de l'ADN polymerase I d'E. £qH. Ce fragment d'ADN est 
ligature avec pUOURA3 pr6c6demment coupe par Aatll et traits k la T4 DNA 
polymerase. La ligature de ces deux fragments permet la reconstitution de sites de 
restriction EcoRL Uinsertion de l'ADN de pUC-URA3 au site EcoRI du plasmide 
pKDl n'inactive aucun gfene necessaire pour maintenir la stabilite et le nombre de 
copies du plasmide (le site EcoRI etant situe k 205 nucleotides (nt) en amont du 
codon ATG du gfcne JL 30 ). Par consequent, le plasmide pCXJl qui transforme les 
cellules deK.lactis uraA rir° ahautefrequence,estamplifieienviron70-100copies 
par cellule et est maintenu de fa$on stable meme en Tabsence de pression de 
selection. GrSce & Torigine de replication apportde par pUC-URA3, le plasmide 
pCXJl peut egalement se repliquer dans IL ss&i ce qui facDite les etapes de 
construction et de purification deplasmides. Les sites uniques de pCXJ 1 sont les sites 
Hindm et Sail du polysite de clonage de pUC19. 

E23 Construction d'une ftision entre le promoteur pkl de K> lactis e t le gfene de la 
3'-aminog]ycoside phosphotransferase de Tn903 

L'utilisation de pCXJl en tant que vecteur pour la transformation de 
]C. lactis et d'autres espfcces de Kluweromvces reste limitee aux souches portant la 
mutation uraA chromosomique en tant que marqueur d'auxotrophie. Afin de 
pouvoir transformer des souches sauvages industrielles de Kluweromvces nous 
avons choisi le gfene de la S'-aminogJycoside phosphotransferase faph P*]-I) du 
transposon bacterien T n903 comme marqueur dominant de resistance aux antibio- 
tiques que nous avons insert dans pCXJl. Le gfene de l 'aph c onf&re la resistance & 
la kanamycine chez JE._£Qli et rend les souches sauvages de levure resistantes & 
1'antibiotique G418 (geneticine), lequel est un inhibiteur puissant de la croissance 
cellulaire 40 . Pour pennettre une expression suffisammentforte du gfenedel' aph p our 
avoir un marqueur de selection dans les transformations de K* lactis, les signaux de 
transcription bacteriens du gfcne iBLsont remplace$j)ar le promoteur pkl isoie & 
partirdu plasmide «killer» pGkl-1 ou kl de K lactis . La construction delafiision pkl- 
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aph est effectu6e en plusieuis Stapes (figures 10 k 12). Tout d'abord un fragment 
Scal-PstI de 1,5 kb du plasmide kl est sous-clonS entre les sites uniques Seal et PstI 

. de pBR322, le plasmide recombinant sensible & Tampicilline et resistant k la tetra- 
cycline est appete pkl-PS1535-6 (figure 10). Le fragment sous-don£ de 1,5 kb 
. 5 provient (Tune extr4mit£ du plasmide «kfller> lindaire et contient la moitii 5' de la 
premi&re phase de lecture ouvertc (ORF1) porti e par le plasmide kl et environ 220 
paires de bases en amont 41 . Comme le site Seal est situ6 seulement 22 paires de bases 

. de Textrtmit£ gauche de kl (figure 10), le fragment Scal-PstI purifid k partir de-gel 
cTagarose contient vraisemblablement la region promoteur entiftre de ORF1. La 
: 10 digestion de pkl-PS1535-6 avec Ddel donne un fragment de 266 pb contenant 17 pb 
provenant de pBR322 & une de ses extr6mit6s (proche de Seal) et les 11 premiers 
codomdeORFl&rantreextr^ 

de TADN polymerase I < TK coll le fragment purifid est insirf dans le site Xhol 
unique du plasmide pUC-kanl (figure 11). Ce dernier plasmide a 6x6 obtenu en 

15 insurant un fragment EcoRI de 1^25 kb contenant le gftne aph provenant de Tn903 
(Kanamydn Resistance Gene Block ™, Pharmacia) dans le site unique EcoRI de 
pUC19. Le plasmide pUC-kan202 est obtenu en effectuant une digestion de pUC- 
kanl par Xhol suivie (Tune digestion brive par la nuclease SI rendant les extrimit£s 
franchespuis <Tune ligature avec le fragment Ddel de pk 1-PS 1535-6 rendu franc avec 

20 le fragment de HenowdeTADN polymerase I d* E. coli (figure 11). Cette construe- 
. tion permet d*obtenir une fusion en phase entre les 11 premiers acides amines du 
gfcne GRF1 du plasmide liniaire kl et de r extr£ mit6 tronqu6e en 5* du gine aphd e 
Tn9Q3. En fait, la jonction entre ORF1 et aph restore le douzifeme codon de aph 
(AGG) de sorte que ce sont les onze premiers acides amines de aph qui sont 
.25 rempladSs par les onze premiers, acides amines de ORF1 de kl. La sequence 
complete du promoteur pkl ut0is£ pour la fusion pkl-aph ensemble avec le ddbut 
du gfcne structural codant pour la aph est indiqu£e sur la figure 12. 

E2A Construction du plasmide pKan707 

Le plasmide pKan707 (figure 13) est un d6riv6 du plasmide pCXJl 
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(tecrit ci-dessus. II est construit en coupant pCXJl par HindHI puis en traitant par 
le fragment de Klenow de PADN polymerase I d'£. coli. Le plasmide Iin6aris6 k 
extr£mit£s franches est ensuite ligaturfi avec un fragment Seal-Hindi de 1,2 kb 
provenant du plasmide pUC-Kan202 portant la fusion pkl-' aph ( figure 13). La 
5 digestion de pUC-Kan202 par Seal et Hindi donne une cassette de resistance k la 
kanamycine k extr£mit& franches ne contenant plus le promoteur bacterien d'ori- 
gine. Le plasmide obtenu, pKan707, conffcre la resistance k de trfes hauts niveaux de 
G418 (> 2,5 g/1) dans les souches de & lactis . Comme dans le cas de pCXJl, le 
plasmide pKan707peut etre transforms dans les souches deK lactiscii* k haute fr£- 
10 quence, amplififi & 70-100 copies par cellule et maintenu de fagonstable enrabsence 
depression de selection (figure 14). Sa grande stability conjugufie aveclapr&ence 
d'un marqueur dominant efficace pennettant la transformation de souches indus- 
trielles de Kluyveromyces font de pKan707 un vecteur de clonage trfes performant 
pour les levures du genre Kluweromvces. 

X5 Exemple 3 : CONSTRUCTION DE VECIEURS D'EXPRESSION CONTENANT 
DES CASSETTES D'EXPRESSION ET/OU DE SECRETION DE L' 
ALBUMINE DANS LA LEVURE 

E3,L Construction de cassettes d'expression de la Met-SAH et de la pr£pro-SAH 
sous contrdle du promoteur PGK d e Si cerevisiae. 

20 Le plasmide pYGl2 (figure 15) contient un fragment de restriction 

Sall-BamHI d'une taille de 1,8 kb constituS des regions promotrices etterminatrices 
du gfene PGK de S* cerevisiae . Ce fragment provient d'un fragment gdnomique 
Hindm dil€t€ d'un fragment de 1,2 kb correspondant au gfcne structural et compre- 
nantune region comprise entre PATG d'initiation de la traduction et le site Bgin 

25 localise 30 codons en amont du codonTAA specifiant la fin de traduction 42 . Les sites 
Hindm encadrant le fragment de 1,8 kb ainsi obtenus sont ensuite dfitruits et 
remplac6s par un site Sail et un site BamHI, respectivement en amont de la region 
promotrice et en aval du terminateur PGK de transcription. Un site Hindm est 
introduit k la jonction entre regions promotrices et terminatrices ; le site £tant 
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unique, fl permet d'introduirc facilement des gfcnes h£t£rologues. La sequence nu- 
dfotidique dc cette region est indiqude sur la figure IS. Le fragment Hind HI de 1,8 
16provenaxitduplasmidepXL868(vOT delaMet-SAH 

est ensuite introduit dans le site Hindm du plasmide pYG12 pour donner le 
plasmide recombinant pYGKX De fagon analogue, le plasmide pYGll (figure 15) 
est g£n£r£ par insertion dans le plasmide pYG12 d'un fragment Hindm provenant 
du plasmide pXL869 (voir £.13) et codant pour la pripro-SAH. En consequence, 
deux cassettes d'expression Sall-BamHI d*une taflle d'environ 3,6 kb sont ainsi cons- 
tniitey comprcnant le promoteur du gfene PGK de S. cerevisae (Ppqk). suivi du gfene 
codant sent pour la Met-SAH soit pour la pr£pro-SAH et enfin la region correspon- 
dant au tcrminateur de transcription du g&ne PGK (Tp^, region incluant le site de 
polyad£nylation du ARNzo. 

E32 Construction des plasmldes ^expression pYG19 et pYG23. 

Dans le but dTintroduire les cassettes d' expressions d6tafll6es ri- 
dessus, dans le vecteur pKan707 r6plicatif cbez Khiyveromyces. les fragments Sail- 
BamHIde3 t 6kbetprovenantdesplasxnidespYG10etpYGllsont dansun premier 
temps sous-d6nfo dans les sites correspondants du plasmide pIC-20 43 f pour donner 
ainsi les constructions plasmidiques pYG18 (prdpro-SAH) (figure 16) et pYG22 
(Met-SAH). Ces constructions intenn&fiaires pennettent de disposer des cassettes 
d , e3qn«sionP pGK /Met-SAH/Tp GK et T^JprtproSAH/T^ sous forme de frag- 
ments de restriction Sall-SacI directement insurables dans les sites correspondants 
de pKan707 (figure 17), La digestion de ce dernier par les enzymes Sail et Sad 
conduit & la suppression du marqueur URA3 ainsi que d'un fragment de 35 pb situ£ 
en amont du gine fi de pKDl. Les constructions ainsi obtenues appel6es pYG19 
(pr£pro-SAH)etpYG23 (Met-SAH) (figure 18) comprennent les cassettes d'expres- 
sion Ppcx/HSA/Tp^, la sequence quasiment complete du plasmide pKDl de &. 
drhsophilarum. les sequences pennettant la replication autonome chez £. coli. ainsi 
que les g&nes codant pour la ^-lactamase et la 3*-ami noglycoside phosphotransferase 
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(sous controle du promoteurpkl), pennettant respectivement de seiectionnerE.coli 
en presence d'ampicilline et K. lactis en presence de G418. 

Exemple4 : TRANSFORMATION DE LA SOUCHE MW98-8C DE IC Iactis PAR 
LES PLASMIDES EXPRIMANT LA Met-SAH ET LA prfpro-SAH 

5 E.4.1 Protocole de transformation 

Les plasmides pYG19 et pYG23 sont utilises pour transformer la 
souche MW98-8C ( alpha uraA argA lysA. K+ pKDl c ) de K lactis « Un ^chantillon 
de cette souche a 6t£ ddposd au Centraalbureau voor Schimmelkulturen (CBS) k 
Baarn aux Pays Bas selon les dispositions du traitd de Budapest ou il a 6t6 enregistrfi 

ID le / / sous le numero CBS 88. La transformation s'effectue soit par 
la technique de formation de sphfiroplastes initialement dficrite par Hinnen et colL 44 
et adaptfie en consequence, soit en traitant les cellules ent&res par l'acfitate de 
lithium, ce qui favorise Tincorporation d*ADN en presence de polyethylene glycol 
(PEG) 4S . Les modifications concernant la fonnation de sphfiroplastes sont dfiji 

15 dficrites 46 . Lorsquela mdthode faisant intervenir Tac6tate de lithium estutfliste, la 
croissance des cellules se fait k 28°C dans 50 ml de milieu YPD, avec agitation et 
jusqu'i une density optique k 600 nm (OD^p) comprise entre 0,6 et 0,8. Les cellules 
sont rdcoltfies par centrifugation k faible vitesse, lavdes dans une solution sterile de 
TE (10 mMTris HQ pH7,4, 1 mMEDTA), resuspendues dans 3-4 ml d'une solution 

20 d'acftate de lithium (0,1 M dans du TE) pour donner une density ceDulaire d' environ 
2 x 10 8 c/ml, puis incubSes k 30°C pendant 1 heure sous agitation modfirfie. 

Des parties aliquotes de 0,1 ml de la suspension rfaultanie de cellules 
comp&entes sont incubees k 30°C pendant 1 heure en presence d'ADN et k une 
concentration finale de 35 % de PEG4000. Ap/fcs un choc thermique de 5 minutes 

25 k 42°C les cellules sont lavfes 2 fois par de Teau sterile, resuspendues dans 0,2 ml 
d'eau sterile et transferees dans des tubes de 10 ml. Une solution dTPD contenant 
0,7 % d'agar et maintenue en surfusion k 46°C (5ml) est ensuite ajout 6e et immedia- 
tement coulee sur boites YPD. AprSs modification, une surcouche additionnelle de 
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5 ml dc "top-agar" est ajout£e ct les bottes sont incube es & 28°C Aprfcsl8i24heures 
(Tincubaiion, 0,16 ml (Tune solution dc G418 (Gcncticin 50 mg/ml, GIBCO, Grand 
Island, N.Y.) est 6tal£e sur les boltes et des transfonnants sont compt6s aprfes 4-5 
jours (fincubation additionnelle k 28°C 
5 U£talexnent direct des cellules sur boltes YPD + G418 (c ? est-&-dire 

sans utQiser une surcouche additionnelle de top-agar) r6sulte en 1'apparition de 
clones de taQle plus importante pour les cellules transf ormdes de IL lactis . Cepen- 
dant, une concentration plus basse de G 418 (50 jig/ml) est alors n£cessaire pour 
observer des colonies, ce qui entralne la selection de mutants partiellement r£sis- 
10 tants au G418 et provenant de cellules non transferases. De plus, Fefficacite de 
transformation est au minimum lOfois phis faible que l'efficarite observfie aprfcs ex- 
pression ph6laotypique pendant 18 It 24 heures. 

EA2 StabDitg mitotiqne des plasmldes d'expression de la SAH 

La stabQit£mitotique des plasmides pYG19 et pYG23 est mesur6e au 
15 cours du temps aprfes croissance en milieu non seiectif ; elle est d£tennin6e com me 
etant le rapport entre les pourcentages finaux et initiaux de cellules croissant sur 
boltes YPD contenant 250;ig/ml de G418. Comme Tindique la figure 19 , les deux 
plasmides sont remarquablement stables malgr£ regression & baut niveau <fun 
gine h6t£n)logue : 40 k 45 % des cellules out maintenu ces plasmides aprfes 40 
20 generations oeHulaires en milieu non seiectif. 

EA3 Nlveanx d'expression et d'excr&iqn de 1'albmnlne 

Les niveaux d'expression et <Fexcr6tion des cellules de & lactis 
MW98-8C contenant les plasmides pYG19 (prfpro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) 
sont determines en fonction du temps aprfes croissance & 28°C en milieu YPD et sous 
25 agitation constants Les surnageants de culture sont obtenus par deux centrifuga- 
tions cons6cutives (5 minutes k 4000 puis 10 minutes & 12000 tours/minute) pour 
eiiminer toute contamination eventuelle par des cellules. Un echantMon du second 
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surnageant (0,5 ml) est chauffe k 95°C pendant 15 minutes puis melange &un volume 
4gal de tampon d'application contenant 0,125 M Tris HQ, 20 % glycerol, 10 % 2- 
mercaptofthanol (p-ME), 4,6 % sodium dodecyl sulfate (SDS) et 0,4 % bleu de 
bromophSnol. Quand une concentration des prolines presentes dans le surnageant 
est souhaitte, 0,4 ml d'une solution k 100% p/v d'acide trichloracStique (TCA) est 
ajout£e it 8 ml de surnageant et les prolines sont pr6cipitees sur glace pendant 1 
heure. Le materiel prficipitfi est rdcup£r6 par centrifugation (20 minutes, 15 000 
tours/minute) puis resolubilis£ par chauffage k 9S°C pendant 15 minutes dans 0,5 ml 
de tampon duplication contenant 63 mM Tris HQ , 10 % glycerol, 5 % jJ-ME, 2,3 
% SDS et 0,2 % bleu de bromophfinoL 

Uexpression intracellulaire d'albumine est d£tect6e k partir d'extraits 
cellulaires prepares comme suit : 0,25 ml Equivalent d'un culot cellulaire (lav£ une 
fois en tampon salin) est resuspendu dans le meme volume de tampon de lyse 
maintenu sur glace et contenant 67 mM de phosphate k pH 7, 5 mM jJ-ME, 1 mM 
ph6nylm6tbylsulfonyl fluoride (PMSF), 2pM de Ieupeptine, et 2pM de pepstatine 
A (Sigma), Aprfes addition de 0,5 ml de billes de zirconium (diametre 0,45 mm), stoc- 
kfa en tampon phosphate (67 mM, pH 7) k 4°C les cellules sont cassSes par 7 
p£riodes de 30 secondes avecun broyeur de cellules (Biospec Mini Bead-Beater, 
Biospec Products) entrecoupfies par des p&iodes de refroidissement de 2 minut es 
sur glace. UefEcacitfi de brqyage des cellules est sup&ieure k 90 % si on en juge par 
comptage des cellules sous microscope k contraste de phase. La fraction liquide 
ddpourvue de billes de zirconium est transfers e dans un tube Eppendorf et les billes 
sont lavdes 3 fois avec 0,2 ml de tampon de lyse, puis rassemblfies dans le mSme tube 
Eppendorl Par centrifugation du tube pendant 15 minutes a 4°C k 12 000 g, on dfifinit 
ainsi une fraction des prolines solubles (surnageant) et une fraction de protdines 
insolubles (culot). Ces deux fractions sont individualists et reprises dans le meme 
volume final d'une solution de tampon d'application apr&s dilution. Ces € chantillons 
sont chaufKs pendant 15 minutes &95°C,etappliqu6s sur un gel depolyacrylamide- 
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SDS k 8y5 % pr6cfid6 d'un gel de concentration k 5 % m 9 puis soumis k une intensity 
de 25 mA jusqu'S ce que le bleu de bromophfinol atteigne le bas du gel. 

La figure 20 montre le rdsultat d'une experience typique qui pennet 
d'6valuer Fexpressipn et Fexcr6tion d'albumine obtenue avec la soucbe de & lactis 
5 MW 98-8C transferase avec les plasmides pYG19 (pr6pro-SAH), pYG23 (Met- 
SAH). et pYG 25 (vecteur d6pourvu de cassette cTexpressinn), aprfe; croissance A*™ 
50 ml de milieu YPD sans G4 18 a 28°C pendant 68 heures. Chaque dchantillon cor- 
respond k 100 pi de culture originate et pennet de comparer les fractions solubles, 
les fractions insolubles, et le sumageant de culture, apr&s migration en gel de poly- 

10 acrylamide k 85 %ct coloration au bleu decoomassie.Unebandeproteiquequico- 
migre avec de Falbumine fauxnaine commerdale (Sigma) servant de reference de 
poids mol6culaire est detectable dans les ^chantQlons provenant des cellules trans- 
fonntes avec les plasmides pYG19 ou pYG23 mais pas avec les cellules contenant 
le vecteur pYG25 qui ne contient pas le gine de la S AH. On remarquera que, alors 

15 que la quasi-totalite de Falbumine exprimee k partir de pYG19 (prfpro-SAH) est 
export6c dans le sumageant de culture, toute Falbumine produite k partir du 
plasmide pYG23 (Met-SAH) estpr6sente dans la fraction des prolines cytoplasmic 
ques non solubles. De plus, les r&ultats de la figure 20 indiquent que Falbumine 
excr£t£e par les cellules contenant le plasmide pYG19 est la seule protdine 

20 ertiaceD tt laireprfsente en quantitfosignificatives, Dans le sumageant d'une culture 
de MW9878C transform^ avec le plasmide pYG19, la concentration d'albumine 
peut atteindre 12 mg SAH/g biomasse. 

EA4 Detection immune logiqoe de Falbumine produite par & lactis 

Uidentite des prolines qui co-migrent avec Falbumine extraite du 
25 plasma buxnain peut fitr6 testg par immunodetection. A ce but, un gel de polyacry- 
lamide est transfer* sur filtre de nitrocellulose (Schleicher et Scbuell, 0,45>im) en 
ndKsant un apparefl de transfen semi-sec (Biomdtra) Han<s un tampon de transfert 
contenant 25 mM Tris base, 150 mM glycine, et 1 0 % methanol Le temps de transf ert 
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est de 30 minutes en utilisant un courant d'environ 0,85 mA/cm 2 de surface de gel. 
Apres transfert, le filtre est incube trois fois 5 minutes avec 50 ml de tampon A (5% 
poudre de lait 6cr6m6, 0,2 %Tween20 en tampon PBS [137 mM NaCl, 2,7 mM KC1, 
4,3 mM Naj HPO J), suivi d'une incubation de 30 minutes dans 40 ml de tampon A 
5 contenant des anticorps polyclonaux de lapin dirigfis contf e la SAH et dilues au 1/ 
1000.Aprfes3 ringagesdu filtre par du tampon A, un anticorps secondairebiotinyle 
reconnaissant les anticorps de lapin (Vectastain ABC - Immuno Peroxidase Kit, 
Vector Laboratories), est ajoutfi & raison d'une goutte pour 50 ml de tampon A. 
Aprfesincubatfondufflttependant30minutes,le filtre estrinc£3 foispardu tampon 

10 B (0,2 % Tween 20 dans PBS) puis incube en presence d'un complexe avidine DH/ 
peroxidase H biotinylfie, Le complexe avidine/ peroxidase biotinylde est prepare 
extemporandment en diluant 1 goutte de cbacun des ri actifs A et B du kit dans 5 ml 
de tampon B, aprfcs incubation k 23°C pendant 30 minutes. Le filtre est incube Ann* 
une dilution au 1/10 du complexe dans du tampon B (50 ml au total) pendant 30 

15 minutes. Le filtre est rinc£ de nouveau par du tampon B pendant 3 pdriodes de 5 
minutes et mis & dfivelopperpendant 2-3 minutes dans une solution de 10 ml k 0,02% 
et 10 ml <Tune solution contenant 1 mg/ml de diaminobenzidine et 0,4 mg/ 
NiClj en 0, 1 M Tris HQ pH 7,4. Le r&ultat de cette experience (figure21) demontre 
que ILlaais MW98-8C exprime (pYG23) et excrfete (pYG19) une proteine recon- 

20 nue par des anticorps polyclonaux anti-SAH. Ge materiel antigfinique est spedfique- 
ment associe k la presence d'une cassette d'expression de Falbumine ; il n'est pas 
d£tect£ dans des extraits cellulaires ou des surnageants de culture des levures 
transfonnies avec le vecteur sans cassette d'expression. 

E.4.5 Gnetiqne d'excr&ion de la SAH 

25 Comme le montre la figure 22A (cbaque dchantillon correspondant 

^'equivalent de 160jildesurnageant de culture), lasecretionderalbuminehumaine 
se fait avec une cin6 tique relativement lente en erlenmeyen Les niveaux maximums 
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d'exdr£tion semblent avoir lieu aprfcs 70 & 100 heures d'incubation d'une culture 
inocutee initialement k lO 5 cellules/ml (Fig 22B, dchantillons d£pos& correspon- 
dant & r&juivalent de 25^ de surnageant dc culture). Aucune augmentation, ni di- 
minution, significative n'est detectable entre 100 et 240 heures de culture, ddmon- 
5 trant une remarquable stability de la SAH dans ces conditions de culture et de 
temperature. Puisqu'fl n*y a pas <T accumulation de matdriel prot£olys£ durant cette 
pdriode, fl pent fttre conclu qu'aucune protdase extracellulaire n'est prdsente qui 
pourrait ddgrader Talbumine excrdtde. 

. Une representation graphique de lacindtique d'excrdtion (A), de 
10 mftme que la courbe de croissance de la soucbe MW98-8C transfonnde avec le 
plasmidepYG 19 (B) est xnontrle en figure 23 ; ces r dsul tats montrent que Pexcrdtion 
de ralbumine bumaine continue aprds que les cellules ont atteint la phase station- 
naire de croissance. Cette observation est en accord avec des observations antdrieu- 
res concernant <f autres systdmes d'expression chez la levure 

15 ExempleS: PURIFICATION DE LA SAH SECRETEE DANS LE MILIEU DE 
CULTURE 

Dans une experience typique de purification, la souche MW98-SC 
transfonnde avec le plasmide pYG19 est cultivde en milieu YPD pendant 72 heures 
. dans les conditions standards ddj& ddcrites. Un surnageant de culture (0,5 litre) est 
20 ddbanassd de toute contamination cellulaire par centrifugation et incubd k 4°C 
pendant 15 minutes en prdsencede 60 %d > dthanol(V/V).Leprdcipitd est rdcupdrd 
par centrifugation, redissous dans 10 ml d'une solution 50 mM Tris HQ pH 8,0, puis 
cbaig^ sur une colonne de bleu TrisaoyL Ualbumine humaine est dlude de cette co- 
lonic par une solution de NaQ 3M. Aprfes dialyse des fractions contenant la SAH 
25 contre 50^iM Tris, celles-ci sont purifides sur colonne MONO Q (Pharmacia), et 
dludes £ use concentration de NaQ 0,25 M Dans une dernifcre 6 tape une chroma- 
tographic Superose 12 (Pharmacia) permet ffobtenir de la SAH pure & plus de 99% 
(<T aprfcs ks rdsultats cFdlectrophordse PAGE-SDS et coloration du gel aux sels 
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d'argent). 

Exemple 6 : CARACTERISATION DE L'ALBUMINE SECRETEE ET PURIFIEE 

Uabscnce d'un test pennettant de mesurer in vitro les propri£t6s bio- 
logiqucs de l'albumine ne simplifie pas la procedure pennettant de juger de la quality 
5 de l'albumine recombinante. Pour cette raison, aprfcs purification, l'albumine excre- 
t6e par 2L testis est done caract6ris^ e par plusieurs tests pbysico-chimiques et immu- 
nologiques. Ces tests dfimontrent que l'albumine recombinante est s6cr6t£e par & 
lacris sous forme mature et dans sa configuration native : eHe est indistinguable de 
la sSrum albumine humaine extraite du plasma pour tous les criteres. 

10 E.6.1 PAGE SDS : Coloration au bleu de coomassle et aux sels d'argent 

Udlectrophorfcse est effectufie en gel de polyacrylamide (7,5 %) d£- 
naturant (figure 24 C) comme dficrit pr£c6demment, ou grSce i l'utilisation d'un 
Thast gel" (Pharmacia, Figure 24 A). Differentes quantitfis d'albumine recombi- 
nante ont 6t& compardes k une preparation commerciale de l'albumine standard 
15 (Sigma) extraite de plasma humain. La coloration du gel au bleu de coomassie 
(Figure 24 C ), ou aux sels d'argent (Figure 24 A ), montre l'homogfnditfi totale des 
6chant211ons d'albumine de levure. 

E.6J, Iso&ectrofocalisation 

Des focalisations isoflectriques sont effectu6es entre pH 4,5 et 6,0 
20 (Phast gel, Pharmacia, figure 24 B), et pH 4,0 et 7,0 (Immobiline, LKB). Le point 
isodlectrique de la SAH recombinante est identique k celui de la SAH humaine 
reference (pi = 4,8). 

E.63 PAGE en conditions non dlnaturantes : relation immunolojpque 

L'£ lectrophorfcse de la SAH recombinante dans un gel de polyacryla- 
25 mide (10 %) non dfinaturant, suivi d'un transfert sur filtre de nitrocellulose et 
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■ relation immunologique dans les conditions dlcrites en section E .4.4 r6v&lent une 
co-migration avec ralbumine standard extraite du plasma htimain. Ceci suggfcre tr&s 
fortement que la maturation corxecte de la prfpro-SAH recombinante a lieu lors du 
processus de $6 action inherent aux cellules de KL lactis . Aucune contamination avec 
5 de la S AH non maturie n'est detectable ce qui implique que le clivage de la sequence 
. signal et de la region pro de la SAH s'effectue avec efficadtl dans cette levure. 

* E.6.4 Chromatographic d'exdnsion moltodaire 

Une chromatograpbie d'exdusion mol6culaire est effectufe avec une 
Superose 12 (Pharmaria). Le debit du tampon dilution (50 mM Tris HQ pH 8,0) 
10 est maintenu & 1 ml/minute. Les concentrations en albumine recombinante et en 
albumine reference issue du plasma bumain sont de 0,4 et 1 mg/xnl respectivement 
Aprfcs depdt d'un volume de lOOjil, reiution de ralbumine est d£tect£e par mesure 
de Fabsorption & 280 nm. . Dans les deux cas le volume dilution est identique (1 1,5 
ml). 

15 Chromatograhie d'lchange d'anion 

Ualbmnine recombinante est 61u6e (Time colonne Mono Q HR 5/5 
(Pharmacia) a une concentration de 031 M NaO, comme ralbumine reference issue 
du plasma bumain. La figure 25 montre les profit cbromatograpbiques obtenus pour 
des injections de 100;il de SAH recombinante (0,4 mg/ml) et de SAH plasmatique 
20 (Q£mg/ml)milisamunecol^^ 
... constant de 1 ml/minute. 

EUS.6 Chromatographie en phase inverse 

Le comportement de 1' albumine de levure en phase inverse est 
analysd sur une colonne Nudeosil (C4) avec les tampons A (eau & 0,1 %TFA) et B 
25 (acetonitrile i 0,1 % TFA). La fijgure 26 represente reiution, par un gradient de 20 
a 80 % de B dans A, de ralbumine de levure qui poss&de le mftme temps de retention 



que 1'albumine plasmatique. 
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E.6.7 Composition en acides amines 

La composition en acides amines de la SAH recombinante est 
d£tennin£e par chromatographic en phase inverse aprfcs hydrolyse acide(HCl)et 
5 d6rivatisation au PITC Les r&ultats obtenus par cette mSthode indiquent claire- 
ment une composition identique & celle de 1'albumine reference issue du plasma 
humain. 

E.6.8 Sequence N-tenninale 

L'utilisation <Tun appareil automatism permettant la degradation 
10 d'Edman (Applied Biosystems) indique que la sequence N-terniinale de la SAH 
secr£t£e par & lactis est Asp-AIa-His-Lys-Ser-Glu-Val-Ala-His-Arg-Phe-Lys-Asp-- 
Leu-Gly. La determination de cette sequence confirme done les r&sultats provenant 
des experiences (fdlectrophortse en gels natifc de polyacrylamide, et d£montre la 
maturation correcte et complete de 1'albumine secr£t£e par la levure & lactis . 

15 E.6.9 Fluorescence du tryptophane 

Avecune excitation £295 nm, remission de fluorescence de Funique tryp- 
tophane possfcde le mfime maximum pour la SAH recombinante et Talbumine plas- 
matique (337 nm) indiquant un environnement hydrophobe identique au niveau de 
cet acide aminfi (figure 27). 

20 £.6.10 Stability thermique 

Ualbumine reference (Sigma) et 1'albumine s€ crdtSe par la levure ont 
une cin6tique identique de degradation k 75°C (figure 28) ce qui suggfcre que les 
liaisons de stabDisation de la structure protdique (interactions hydrophobes et ponts 
disulfides) sont identiques dans les deux cas. 
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E.6.11 Affiait£s vis-fc-vis de diflfrents anticorps monoclonaux 

L'antigSnicitS de Falbumine recombinante a €t€ itudide avec difterents 
anticorps monoclonaux dirig£s contrc Falbumine humainc. La figure 29 montre lcur 
ipdofidld : les anticorps HA10, HA11 et HA13 correspondent k des dpitopes dont 
5 la conservation ndcessite l'int6grit£ de Fensemble de la molecule. Les anticorps 
HA21 f HA6,HA4,HA3,HA8et 

de la chalne peptidique de V extr6mit£ N k Fextr6mit6 C terminale **• 

Le test utilise est un test d'inhibition d*EUSA. Les diffdrents anticorps 

son! adsorMs sur des plaques de polystyrene et une courbe de fixation (falbumine 
10 marquieavec la phosphatase alcaline est Ctablie pour chaque anticorps-Lescourbes 

de saturation de chaque anticorps ont une allure sigmolde et la quantity d'albuxnine 

marquee correspondant k 50 % de fixation a £t£ choisie pour € tudier Finhibition de 

chacon des anticorps. 

Uinhibitiona6t£ rtalisieavecrfediantillond'albuminererambinanteet 
15 compare k celle obtenue avec un £chantfllon d'albumine plasmatique (Sigma). La 

figure 30 montre que pour les 9 anticorps test&, Falbumine recombinante est aussi 

inhibitrice que Falbumine native. Etant donn6 Fextrfime sensibility du test, les 

differences observes sont rrdnimes. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

20 Les representations des plasmides indiqufis dans les figures ne sont pas traces k 
r£cbelie et seuls les sites de restriction importants pour les constructions sont 
indiqufa. 

Figure 1 : Construction du plasmide pXL276 contenant la sequence complete 
codant pour la Met-SAH obtenu k partir de trois clones d'ADNc (voir 
25 texte) d£rivfc <TARNm poty-A isolds de foie humain. 

Figure 2: Reconstitution de la sequence signal "prfpro" de Falbumine k partir de 
' quatre oligonucleotides syntMtiques : Construction du plasmide 
pXL290. 

Figure 3 : Construction du plasmide pXL299. 
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Figure 4: Construction du plasmide pXL322. 
Figure 5: Construction du plasmide pXL855. 
Figure 6 : Construction du plasmide pXL869. 

Figure 7 : Sequence nucleotidique et en acides amines du fragment Hindin prove- 
5 nam du plasmide pXL869 et contenant le gfcne de structure de la pr£pro- 

SAH. Les fteches noires indiquent la fin des regions "pre" et "pro". 
Figure 8: Construction du plasmide pUC-URA3. 
Figure 9 : Construction du plasmide pCXJl. 
Figure 10 : Construction du plasmide pkl-PS1535-6. 
10 Figure 11 : Construction du plasmide pUC-kan202. 

Figure 12 : Sequence nucleotidique du promoteur pkl k partir du site de restriction 

Seal et incluant la jonction entre ORFl et pkl et la region 5* du gfene bac- 

tdrien codant pour l'aminoglycoside phosphotransferase provenant de 

Tnm 

15 Figure 13 : Construction du plasmide pKan707. 

Figure 14 :Courbede stability du plasmide pKan707 dans la soucheMW98-8C dans 

des conditions de croissance non-seiectives. 
Figure 15 : Construction du plasmide pYGll. 
Figure 16 : Construction du plasmide pYG18. 

20 Figure 17 : Construction du plasmide pYG19. 

Figure 18 : Representation des plasmides pYG19 (prfipro-SAH) et pYG23 (Met- 
SAH). La sequence nucleotidique foumie en dessous de chaque plas- 
mide indique la jonction entre le promoteur du gfene PGK et les gfenes 
de structure des differentes formes de SAH. 

25 Figure 19 : Courbes de stability des plasmides pYG19 et pYG23 dans la souche 
MW98-8C dans des conditions de croissance non-s61ectives. 
Figure 20 : Gel de polyacrylamide-SDS k SJ5 % aprfcs coloration au bleu de coo- 
massie ddmontrant Fexpression et I'excretion de la SAH k partir de la 
souche MW98-8C Pistes 1 - 4 : albumine extrait du plasma humain 

30 (Sigma) deposee k des concentrations croissantes ; 0,2/ig, 0,6 /ig, 2jig et 

6/igparpiste.pYG19 (prepro-SAH), pYG23 (Met-SAH) etpYG25 (vec- 
teur) : chaque piste correspond k une quantite de proteine Equivalent k 
100 ^1 de la culture originale (approx. 2 x 10 s ceDules/ml). a), fractions 
solubles ; b), fractions insolubles ; c), surnageant de culture. 

35 Figure 21 rlmmunoreveiation d'un gel de polyacrylamide klJS % transfere sur 
nitrocellulose comme decrit dans le texte. Piste 1 - 5 : albumine extraite 
du plasma humain (Sigma) qui a et6 dissous dans un milieu YPD k des 
concentrations variees et predpite avec du TCA (5 % concentration fi- : 
nale) comme decrit Les Echantillons de la gamme SAH ont done 6t6 
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trait£s de la m&me fagon que les surnageants de culture. Dans les deux 
cas, les ddpdts de gel correspondent k des volumes Equivalents. 1), pre- 
cipitation k une concentration de 100 mg/1 ; 2), 50 mg/1 ; 3), 25 mg/1 ; 4), 
12JS mg/1 ; 5), 0,6 mgA pYG19 (prfpro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) : 
chaque piste correspond k une quantitd de prolines Equivalent k 20 yl 
de la culture originale (approx. 2 x 10 s cellules/ml), a), surnageantde cul- 
ture ; b), fractions insolubles ; c), fractions solubles. 
Figure 22 :Gel de polyaaylamide k 8,5 % aprfes coloration au bleu de coomassie 
ddmontrant la antique de l'excr^tion de la SAH k partir de la souche 
MW98-8C 

A, piste a-e : albumine extraite du plasma humain (Sigma) qui a 6x6 
. dissous dans du milieu YPD k des concentrations varices et prf cipitde 

avcc du TCA (5 % concentration final) comme ddcrit (voir 16gende de la 
figure 21). 1), precipitation k une concentration de 6 mg/1 ; 2), 12^ mg/ 
1 ; 3), 25 mg/1 ; 4), 50 mg/1 ; 5), 100 mg/L pYG19 : excrf tion de la SAH 
k partir du plasmide pYG19 et en fonction de l'&ge de la culture, 16 - 61 
beures comxne indiqu£. Chaque Echantill on correspond k l'fiquivalent de 
160 jil de surnageant de culture* 

B, pistes a -e : albumine extrait du plasma humain (Sigma) d £pos£e k des 
concentrations croissantes ; 0,4 jig, 0,6pg, Q,8;ig, l,0;ig et l^jigparpiste. 
pYG19 : excrftion de la SAH k partir du plasmide pYG19 et en fonction 
deFAge de la culture, 72- 240 heures comme indiqu6. Chaque 6chantillon 
correspond k r&juivalent de 25^1 de surnageant de culture. 

Figure 23 : A, representation graphique de la cinfitique <Texcr6tion de la SAH k 
partir de la souche MW98-8C transformde avec le plasmide pYG19et 
cultivde en eiienmeyer comme indiqufi dans le texte. La concentration de 
F albumine d£tect£e dans le milieu de culture (mg/1) est repr£sent£e en 
fonction du temps (heures). Les rfeultats de quatre experiences ind6pen- 
dantes sont represents. 

B, courbe de croissance de la souche MW98-8C transform^ avec le 
plasmide pYG19. 

Figure 24 : Techniques filectrophorfitiques (S » standard, L = albumine de levure). 

A- PAGE-SDS(Phast gel, Pharmacia, gradient 8-25%) coloration aux 
sels (Fargent S = 1 jig, L : de 0,05 k 0^5 jig 

B - Iso£lectrofocalisation(Phast gel, pH 4,5-6,0), coloration aubleude 
coomassie, dlpdts = l^g. 

C - PAGE SDS (74 %), coloration au bleu de coomassie. 
S * 02 - 1,0 jig, L = 0^5-2^ jxg 
F3gurc25 : Chromatographic <F6change <fions ■ Mono Q (Pharmacia). En bas: 



SAH levure 40jjg ; en haut : SAH standard 50 
Figure 26 : Chromatographic en phase inverse = Nucleosil C4. a), SAH standard ; 
b), SAH levure. 

Figure 27 :Spectrom6trie demission de fluorescence du tryptophane. En trait plein: 
5 SAH standard ; en pointillfi : SAH levure. 

Figure 28 : Stability thermique & 75°C En trait plein : SAH standard ; en pointflle: 
SAH levure. 

Figure 29 :R6gions de Talbumine reconnues par les diff£rents anticorps monoclo- 
naux utilises pour la caractfirisation antig^nique. 
10 Figure30 : Courbes d'inhibition, vis-i-vis des neuf anticorps monodonaux (voir 
texte) : pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration en 
albumine foig/ml) : □ , SAH standard ;■ , SAH levure. 
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REVENDICATIONS 

1 - ProcSdd de preparation microbiologique de la s£rum albumine humaine 
(SAH) ou de Tun de ses variants caracterisS en ce que Ton cultive une levure capable 
d'assurer le maintien stable d'une cassette d'expression comportant an moins un 

5 marqueur de selection des levures transformfies, PADN du g£ne de structure de 
SAH fusionnfi k des sequences pennettant son expression dans la levure et fiventuel- 
lement Pexcrfition de la proline encodee par ce gfcne dans le milieu de la culture. 

2 - Procfidfi selon revendication 1 caractfirise en ce que la cassette d'expression 
est int£gr£e dans le genome de la levure. 

10 3 - ProcSde selon revendication 1 caract£ris6 en ce que la cassette d'expression 
fait partie d'un plasmide comportant un systfcme de replication fonctionnaiit dans la 
levure et assurant le maintien stable de ladite cassette dans cette levure. 

4- Proc6d£ selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caract£ris6 en ce que les 
levures sont choisies dans les genres Saccharomvces et Kluweromvces. 

15 5- ProcSde selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caractfirisfi en ce que la 
levure est choisie dans le genre Kluweromvces . 

6 - Proc£d6 selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caracterisd en ce que la 
levure est choisie parmi toutes les varietfs de Khiweromvces marmnus. 

7 - Proc6d6 selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caractdris6 en ce que la 
20 levure est Kluweronivces marxianus var. lactis . 

8 - Proc6d£ selon l'une des revendications 3^7 caractdrise en ce que le systfcme 
de replication f onctionnant dans la levure est tout ou partie du plasmide pKDl isolfi 
de KlyyverQipy^s maiyiapyis var. drosophilarum ou tout ou partie du plasmide 2jfi 
isol6 de Saccharomvces cerevisiae ou une combinaison d'fitements derives du 

25 plasmide pKDletdu plasmide 2 p. 

9 - Procede selon Tune des revendications 3, 6, 7 ou 8 caractfrise en ce que le 
syst&me de replication fonctionnant dans la levure est tout ou partie de la sequence 
du plasmide pKDl. 

10- Procddd selon Tune des revendications 3, 5, 6, 7, 8 ou 9 caractfirisi en ce 
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qu'unc cassette d'expression selon la revendication 1 ou un marqueur de selection 
est wstrt dans une region de 197 pb definie par les sites Sad et Mstll de pKDl. 

4 11 -Procede selon Tune des revendications 1 k 10 caracterise en ce que lcs se- 
quences permettant Pexpression du gine de structure sont choisics parmi les 
5 promoteurs d6rivdes des gines de levures du genre Saccharomvces ou Kluyveromy- 
ces . 

12- Proc£d£ selon revendication 11 caract£rise en ce que ces promoteurs sont 
ddrivis des g&nesglycolytiquesde levures du genre Saccharomyccs on Kluyvero- 
myces . 

10 . 13 - Procede selon revendication 12 caracterise en ce que les sequences 
permettant 1'expression du gfene de structure sont choisics parmi les gfenes codant 
pour la pbosphogjycerate kinase (PGJQ, la glyc£rald6hyde-3-phosphate deshydro- 
g£nase, la lactase, Penolase ou l'alcool desbydrog£nase. 

14 - Precede selon revendication 13 caracterise en ce que les sequences 
13 permettant regression du gine de structure proviennent du gfcne codant pour la 

phospboglycGrate kinase. 

15 - Proc£de selon Tune des revendications 1 k 14 caracterise en ce que les 
sequences permettant Pexcretion de la proline h£t£rologue sont choisics parmi 
F extension N-tenninale naturelle "prepro" de P albumine et les sequences obtenues 

20 k partir des gfenes de lcvure codant pour la pheromone alpha ou la toxine "killer". 
■ 16 - Proc£d£ selon revendication 15 caracterise en ce que la sequence 
permettant Pexcretion de la SAH est r extension tenninale naturelle "pr£pro" de Pal- 
• bumine. 

17 - ftrocfidfi selon Pune des revendications 1 k 16 caracterise en ce que les 
25 sequences permettant la selection des levures transformfies sont choisies parmi les 

gfenes apportant la resistance aux antibiotiques ou aux ions cuivre. 

18 - Proc6d£ selon revendication 17 caracterise en ce que la sequence de 
selection est un g&ne apportant la resistance k la G418. 

19 - Procdde selon revendication 18 caract£ris£ en ce que la sequence de 
30 selection est une fusion entre le promoteur kl du plasmide lindaire de & lafitis et 



2635115 



40 

raminoglycoside phosphotransferase du transposon Tn903. 

20 - Le plasmide pYG19 caract£rise en ce qu'il comporte le plasmide pKDl, 
I'ADN de la pr6pro-SAH, les sequences d'initiation et d'arret de la transcription du 
gfcne codant pour la pbosphoglyc£rate kinase et les sequences d'une fusion entre le 
promoteur pkl du plasmide lineaire kl de Kluweromvces lactis et le gfcne de la 3'- 
aminoglycoside phosphotransferase de T n903. 

21 - Le plasmide pYG23 caractfirise en ce qu'il comporte le plasmide pKDl, 
l'ADN de la Met-SAH, les sequences d'initiation et d'arret de la transcription du 
gfene codant pour la phosphoglycerate kinase et les sequences d'une fusion entre le 
promoteur pkl du plasmide lineaire kl de iL marxianus var . lactis et le gene de la 
3*-aminoglycoside phosphotransferase de Tn903. 

22 - La levure K» mandanus var. lactis MW98-8C 

23 - La levure Kx manrianus var. lactis MW98-8C transform^ par le plasmide 
pYG19. 

24-Ia levure Huweronwcesma™^ 
le plasmide p YG23. 

25 - La s£rum albumine humaine lorsqu'elle est obtenue par le proc6d£ selon 
Tune des revendications 1 k 19. 

26 * La s£rum albumine humaine lorsqu'elle est obtenue par culture dans des 
conditions approprfees de la levure selon les revendications 23 et 24. 

27 - Application de la serum albumine humaine selon les revendications 25 ou 
26 k titre de medicament 

28 - Le plasmide pKan-707. 
29 -Le plasmide CXJ1. 
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Pl.n/31 



Sq32 Sq35 

5*- tESaAGTGGGTAWCCTTTATTTCCCTTCTOT TCTCTTTAGClX X^ a C l'TATTCCASGGGTGTGTTrCGT - 3 1 - 
3'- ACTTCACCCATTGGAAAIAAAGGGAAGA^ AAATCGAGCCGAAIAAGGTCCCCACftCAAAGCAGC - 5' 

Ndei Sq34 Sq38 Taqi 




Figure 2 
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Figure 3 
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PLIV/31 




Figure 4 
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PLV/31 



EcoRl Wndlll 



R/RBSdl 
trp 




pr6pro-SAH 



Pstl 



HindHI 




L Wndlll 
Ir Pvull 




Bgftl 



mutaQdntea (Brig^e par oligodSoxy nucJ6otide: 
5 • -MCIRftGGKftM3 CRAGCTlATCft ftGTGGgr«>3 
HncBIl 



digestion 
HncfflJ 
+ BamHI 




Hndlll 
Nd«I <J<2 

Pvull 

(BglU/ BamHI) 
Smal 
Kpn! 
Sacl 
EcoRl 



Hndlll 

HindHI <}=2 
Pvull 

(BglU / BamHI) 

Smal 

Kpnl 

Sacl 

EcoRl 



Figure 5 
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Figure 6 
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PLVH/31 



MetLysTrpValTh rPhe lleSerL^^ 
AAGCTTATGAAGTGGGXAACCTTTATTTCC^ 

1 ' 11 21 31 41 51 61 71 



laHisLysSerGluValAlaHisAr^heL^ 
CGfcGATiraCACWyGAGTGAG^ 
76 « 96 106 116 126 136 146 

IleAlaPhctfOiiGlnTyrl^ 
A^n^CCTTTGCTQySTATCTTCAGC^ 
151 .161 - 171 181 191 201 211 221 

AlaLy slhrC^VhlMaAspGliiSexAlaGluAanCysAgpLys Se rLeuHisThrLeuPheGlyAspLy sLeu 
GCAAAAJOjTGTGTTGCTGATGA^^ 
226 . -236 246 256 * 266 276 286 296 

Cys2hrVfcdAla3toLeiaArgGlu31i^^ 
TGCACAGTTGCAACTCTTCG^ 
301 311 321 331 341 351 361 371 

GltiCysFheX^ljiBisLysAspA^ 
GAAITGCTTCTTGCAACACAAAG^ 
376 386 396 .406 416. 426 436 446 

ftirA laFhaB lsAss^nGIuGluThrPbete^ roTyrPhe 

451 . 461 471 481 491 501 511 521 

TyrAlaProGluLeuLei^hePheAl^ 

526 . 536 546 556 566 576 . 586 596 

•601- " 611 621 631 641 651 661 671 

CyaAlaSerlrfsuGijiLyaPte 
TGTGCCASTCTCC»A»UOTTGGAGAA^^ 
676 686 696 706 716 726 736 746 

LysAlaGIuTfreAlaGIuValSerL^ 
AAAGCTGAGTTTGCAGAAGT^^ 
751 761 771 781 791 801 811 821 

IieuLeo61iaCyBAlAAgpAspArg&3 aA^LeuAlal^iyrlleC^aGlutonGlnAapSerlleSerSerLys 

826 836 846 856 866 876 886 896 

LeuLyaGluCyaCyaGli^yaProL^^ 
CTGM^fiGM^JGCTST GA MU^yCCTCTSTT G 
901. 911 921 931 941 951 961 971 

AlaAspLeuProSerLeuAlaAlaAspPheVal^ 
GCT^CTTSCC ITCftlTft GCGGCTGft T^^ 
976 . 986 996 1006 1016 1026 1036 1046 

ValPheLeaGl yttetPheLeuTy rGluTyrAlaArgArgBi sP roAspTy rSe rValValLeuLeuLeuArgLeu 

1051 1061 1071 1081 1091 1101 1111 il21 
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MaLysThrTyrGluThrThrl*^ 
GCCAAGACATAXGAAACCACTCTAGAGA^ 
1126 1136 1146 1156 1166 1176 1186 1196 

AspGluPheLysProLeuValC^aiGl^ 
GATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAC^^ 
1201 1211 1221 1231 1241 1251 1261 1271 

GltfTyrLysPheGlnAsnAlaLeuteuValArgTy 
GAGTACAAATTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTTAC^ 
1276 1286 1296 1306 1316 1326 1336 1346 . 

GluValSerArgAsnteuGlyLysValGlySerLys 
GAGGTCTCAAGAAACCTAGGAAAAGTGGGCAGC^^ 
1351 1361 1371 1381 1391 1401 1411 1421 

AspTyrLeuSerValVall^uAsnGlnl^u . 
GACTATCTATCCGTGGTCCTGAACCAGTTATGTGTGTTG 
1426 1436 1446 1456 1466 1476 1486 1496 

CysCysThrGluSerLeuValtenArgArgPro^ 
TGCTGCACAGAATCCTTGCTGAACAGGCGACCA^ 
1501 1511 1521 1531 1541 1551 1561 ' 1571 

Gl\£heAsnAlaGluThrPheThrPheHisA^ 
GAGTTTAATGCTGAAACATTCACCTTCC^ 
1576 1586 1596 1606 1616 1626 - 1636 1646 • 

GlnThrAlal^uValGluI^uValLysRisL 
CAAACTGCACTTGTTGAGCTTGTGAAACACAAGCCCAAGGCA^^ 
1651 1661 1671 . 1681 1691 1701 1711 1721 

PheAlaAl aPheV alGluLysCysCysLysAla 
TTCGCAGCTTTTGTAGAGAAGTGCTGCAAGGCTGACGAI^ 
1726 1736 1746 1756 1766 1776 1786 1796 

ValAlaAlaSerGlnAlaAlaLeuGlyLeu*** 
GTTGCTGCAAGTCAAGCTGCCTT^GCTTATAACATCACATn^ 
1801 1811 1821 1831 1841 1851 1861 1871 

AAAGAAAATGAAGATCAAAAGCTT 
1876 1886 1896 
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